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研究成果の概要（和文）： 
代表的な神経変性疾患である筋萎縮性側索硬化症（ALS）における RNA 編集酵素などの複合的
に関与する因子を検討するために、細胞死発現のモデル系を構築した。in vitro 系の検討を行う
ために、アデノウイルスベクターを開発し、in vivo 実験系としてマウス胎仔脳への電気穿孔法
遺伝子導入によるモデル系を開発した。本系は、複数の遺伝子を同時に簡便に導入できる系で
あり、複合的な要因の研究に多大なる貢献をすると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To examine the effect of multi-factorial involvement, such as RNA-editing enzyme, in the typical 
neurodegenerative disease, amyotrophic lateral sclerosis (ALS), I established the model for neuronal cell 
death. For in vitro study, adenovirus system was developed, and for in vivo study the gene-transfer 
system by electroporation for embryo mice was developed. These systems are very useful for studying 
multi-factorial system because many genes can be introduced into simultaneously and easily. 
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１．研究開始当初の背景 
 代表的な神経変性疾患である筋萎縮性側索
硬化症（ALS）は脊髄運動ニューロン・大脳
皮質運動ニューロンが選択的に侵され脱落し
ていき、意識ははっきりとした中、死に至る
という熾烈な緩徐進行性の疾患である。一部
の家族性ALSでは原因遺伝子が同定されてい
るが、大部分を占める孤発性ALSではその原
因は確立したものがなかった。現在に至るま
で有効な治療法はなく、その開発には病気の
発症メカニズムの解明が待たれている。 
 遺伝子からmRNAが形成される過程で、遺
伝情報が書き換えられることをRNA editing 
(編集)と呼ぶが、本研究代表者は孤発性ALSの
運動ニューロンでのグルタミン酸受容体
（GluR2 (GluA2) サブユニット）の編集異常
（editing deficiency）を初めて報告した
（Takuma et al., Ann Neurol 1999; Kawahara et 
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al., Nature 2005）。未編集のGluA2を含むグルタ
ミン酸受容体はCa2+透過性が高く、GluA2編集
異常で起こる神経細胞内へのカルシウム流入
の増加が細胞死に関係している可能性がある。
RNA編集はADAR (adenosine deaminase acting 
on RNA)という酵素で触媒される（ヒト脳では
ADAR2）。このADAR2の発現が孤発性ALS患
者運動ニューロンで低下し、またADAR2の運
動ニューロン特異的欠失マウスで遅発的運動
ニューロン死が生じることから、ALSにおけ
るGluA2のRNA編集異常は、編集酵素ADAR2
の活性低下によると推定される（Kawahara & 
Kwak, 2005;日出山ら、2008年日本神経学会総
会）。しかしながらGluA2の編集異常のみを起
こさせたマウスでは運動ニューロン死は起こ
らず（詫間ら、2007年日本神経学会総会）、
ADAR2はGluA2以外のカスケードを介して細
胞死を引き起こしている可能性が考えられた。 
 一方、2006 年に TDP-43（TAR DNA binding 
protein-43）というタンパク質が ALS 患者神経
細胞内に蓄積していることが報告された 
(BBRC 2006; Science 2006)。この TDP-43 に遺
伝子変異をもつ家族性ならびに孤発性 ALS が
報告され、TDP-43 は ALS において神経細胞
死を引き起こす原因タンパク質である可能性
が濃厚となった。しかし、各種培養細胞では
変異型 TDP-43 の発現を行っても細胞死が起
こらないことが報告されており（小野寺ら、
2008 年日本認知症学会）、神経毒性発現メカニ
ズムは未解明である。このことから運動ニュ
ーロン死の再現にはより生体に近い状態での
検討が必要であり、簡便かつ適切なモデル系
の開発が必須である。 
 また ALS の家族性変異を持つマウスでは、
運動ニューロン死にはグリア細胞異常も関与
していることが示唆されている（Clement AM 
et al., Science 2003; Nagai M et al., Nat Neurosci 
2007）。さらに GluA2 遺伝子改変マウスと
SOD1 遺伝子改変マウスの掛け合わせにより、
運動ニューロン死が促進されることも報告さ
れている（Kuner R et al., PNAS, 2005）。これら
のことからいくつかの要因が複合して運動ニ
ューロン死を引き起こしている可能性が高い
と考えられ、これらの因子の系統的な解析が
待たれている。 
 
２．研究の目的 
 本課題では、細胞死発現のモデル系を構築
することにより、「TDP-43 をはじめとする他
の因子」が ADAR2 を介した運動ニューロン
死のカスケードに関与するのかどうか、につ
いて検討することとする。これら複合的因子
を系統的に解析することにより、ADAR2 に関
連した運動ニューロン死のメカニズムに迫る
ことができる。 
 
３．研究の方法 
（１）アデノウイルスベクターの開発 
 in vitro での遺伝子導入と（２）in vivo で
使用する可能性があったため、野生型及び
変異型 TDP-43 遺伝子アデノウイルスベク
ターを作成した。Adeno-X ViraTrak 
DsRed/GFP-Express Expression System 2
（Invitrogen）において CMV プロモーター
が入ったもの、及び GFAP プロモーターを
付加したものを使用した。 
（２）電気穿孔法によるマウスへの遺伝子導
入系の確立 
 ALSでは大脳皮質と脊髄両方の運動ニュー
ロンが障害されるが、取り扱いの簡便さより
大脳皮質ニューロンを対象とする。マウス胚
に電気穿孔法（エレクトロポレーション）で
遺伝子を導入する方法 (Saito T, Nat Protocol 
2006)を発生の適切な時期に適用することで、
大脳皮質錐体細胞に遺伝子を導入できるこ
とは報告されている (Okada T et al., Neurosci 
Res 2007)。胎生12.5-13.5日の胎仔脳室内にプ
ラスミドを注入し、電圧をかけ脳室周囲の皮
質錐体細胞前駆細胞に遺伝子を導入する。自
然分娩により胎仔を成育させ、灌流固定後に
薄切し、組織学的に大脳皮質運動野ニューロ
ンを蛍光顕微鏡で観察する。導入プラスミド
は、CAGプロモーターを持つpCXを使用した。
成育後、胎生15日齢、生後0日齢、生後7日齢、
生後21日齢、生後28日齢において組織学的に
検索した。細胞死を起こしているかを細胞数、
TUNEL法により観察し、抗TDP-43抗体
（Proteintech）、抗リン酸化TDP-43抗体
（CosmoBio）、抗ユビキチン抗体（Dako）、抗
CC3抗体（Cell Signaling）を用い、封入体形
成を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）アデノウイルスベクター作成 
 定法にのっとり、増幅、精製し、
CMV-SOD1、CMV-TDP43（wt、M337V 変
異）、GFAP-SOD1、GFAP-TDP43（wt、M337V
変異）アデノウイルスベクターを作成した。
Neuro 2a、COS に導入し、蛍光顕微鏡によ
り付加蛍光色素の発現を確認すると共に、
抗 SOD1 抗体、抗 TDP−43 抗体により免疫
染色を行い、発現を確認した。 
 
（２）電気穿孔法によるマウス胎仔への遺伝
子導入 
 導入プラスミドとして、CAG プロモーター
を持つ pCX を使用し、GFP タグを付加した
変異 SOD1（G93A）、野生型･変異型 TDP-43
（M337V）を組込作成した。 
 まず SOD1 プラスミドを導入し、大脳皮質
に良好に導入されることが確認された（図）。
発現は、生後 3 ヶ月齢においても確認された。 
  
図．生後21日齢マウス大脳
皮質における導入遺伝子
発現（GFP-SOD1G93A/pCX） 
 
 
 
 
 
 
 
①全長型 TDP-43 
 次に、TDP-43 プラスミドを導入した。野
生型･変異型の全長 TDP-43 プラスミドの導
入では、P21 での発現は認められたが、P28
では発現量はほぼ消失していた。野生型と変
異型において、明らかな差は認められなかっ
た。 
 組織学的検索では、野生型および変異型の
いずれにおいても、神経細胞数の減少や
TUNEL陽性細胞は認められなかった。また、
免疫組織学的検索においてもユビキチン、活
性化カスパーゼ 3（CC3）、リン酸化 TDP-43
のいずれの陽性所見も認められなかった。 
②C 末断片型 TDP-43 
 ①において、患者脳で認められる神経細胞
死や封入体形成が認められなかったため、患
者脳で蓄積が確認されている TDP-43 の C 末
断片を発現するプラスミドを作成し導入し
た。 
 蛍光顕微鏡による観察において、野生型、
変異型のいずれにおいても、TDP-43 陽性封
入体が細胞質内に確認された。生後 21 日齢
の変異型 C 末断片導入マウスにおいて、封入
体は抗リン酸化 TDP-43 抗体、抗活性化カス
パーゼ 3 抗体、抗ユビキチン抗体において標
識されるものが認められた。 
 これらは筋萎縮性側索硬化症において観
察される病理像を再現したものであり、本系
が疾患モデルとして利用可能であることが
示された。今まで、遺伝子組換えマウスなど
を含め、ヒト病理像を再現したモデルは極め
て希であり、本系は重要性が高いものである。 
 全長型 TDP-43 遺伝子導入のみでは、封入
体形成はなされないが、C 末断片型 TDP-43
遺伝子を導入すれば、封入体が形成されるこ
とが示された。現在まで、C 末断片形成機構
についてはその詳細が明らかになっていな
いが、本研究により、同機構が封入体形成に
重要な役割を果たしていることが示唆され
た。 
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